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INTRODUÇÃO
O ciclo dos acidos tricarboxílicos (TCA ou ciclo de 
Krebs) s a vida central do metabolismo, tanto em mamíferos, 
plantas como em microorganismos. Para ele convergem todos os 
produtos catabólicos obtidos da degradação de nutrientes s 
dele divergem todas as reações biossintéticas.
3a em 1952, Krebs et al. (42) reconheceram que o ciclo 
além de ter funções catabólicas ou oxidativas, servia para a 
síntese do glutamato via alfa ceto glutarato.
Em 1956 Gilvarg e Davis (24) demonstraram que muitos 
intermediários do ciclo de Krebs funcionavam como precursores 
obrigatórios de constituintes macromoleculares das células. Um 
exemplo desta função anabólica seria dado pela transformação 
do oxalacetato em aspartato. Quando ocorre este tipo de rea­
ção a molécula aceptora de acetil-CoA deverá ser regenerada 
por outra via afim de que as funções energéticas do ciclo não 
sejam prejudicadas. Desta maneira seria lógico se esperar que 
quando o ciclo está exercendo as suas duas funções, energéti­
ca e biossintética, estejam ocorrendo paralelamente às rea-
çoes do ciclo de Krebs outras reações auxiliares de reposição, 
existentes unicamente para manter o nível normal de interme­
diários afim de que nao ocorra uma parada do ciclo. Estas 
vias auxiliares foram denominadas de vias anapleróticas, por 
Kornberg (41) em 1965.
Muitos microorganismos, ao contrário dos mamíferos,po­
dem derivar todos os seus constituintes celulares e também 
toda a energia necessária da oxidaçao do acetato.
Kornberg e Krebs em 1957 (43) estudando o ciclo dos 
ácidos tricarboxílicos em microorganismos, verificaram que em 
Pseudomonas o acetato na forma de acetil CoA se incorporava 
ao ciclo em dois pontoa. No primeiro, o acetato se condensava 
com o oxalacetato e formava o citrato, o qual era clivado em 
duas moléculas, o succinato e o glioxilato; este último com­
posto 38 condensava com uma segunda molécula de acetil CoA 
formando o malato. À esta sequência de reações deu-se o nome 
de ciclo do glioxilato. Este ciclo foi estudado em diversos 
fungos, entre eles o Aspergillus nidulans por Armit et al. 
(3,4).
A ocorrência dests ciclo de reações em microorganis­
mos, demonstra claramente que o ciclo de Krebs tem dupla fun­
ção:
a) age como via terminal de oxidação, levando o° aceta­
t o  à combustão total, isto é, age como via catabélica.
b) age fornecendo intermediários do ciclo, a partir de 
d us 8 moléculas de acetato, produzindo desta maneira, através 
do ciclo do glioxilato, precursores para o metabolismo celu­
lar, isto é, age como uma via anabélica.
Atualmente, costuma-se dividir o ciclo de Krebs em 
duas partes, dependendo de suas funções anabélicas ou catabó- 
licas.
A primeira parte engloba uma série de reações anaboli- 
cas que funcionam na suplementação à célula do»(cetoglutarato, 
o qual é mobilizado para a biossíntese do glutamato e amino- 
-acidos derivados deste. A segunda parte refere-se à uma sé-
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rie de reações catabolicas envolvidas na oxidaçao do esquele­
to carbonado doo^cetoglutarato. Para a função anabélica de 
síntese do glutamato, concorrerão apenas as três primeiras 
enzimas do ciclo epara a função catabélica concorrerão todas, 
sem exceção. Desta maneira as três primeiras enzimas do ciclo 
possuirão dupla função; catabélica e anabélica.
Um dos mais conhecidos efeitos nutricionais a que es­
tão sujeitas as enzimas do ciclo de krebs, está relacionado 
ao metabolismo da D-glucose, sendo que este açucar reprime 
marcadamente a formação das enzimas do ciclo em células cres­
cidas em meio complexo. Este tipo de repressão está ligado 
àquele descrito por Magasanik em 1961 (46) e denominado re­
pressão catabélica.
A repressão catabélica é um tipo de mecanismo de con­
trole que resulta quando uma fonte de carbono rapidamente 
utilizável é fornecida a um organismo, nao havendo necessida­
de de nas alternativas para a produção de energia.
Em 1968 Cox e Hanson (16) fizeram um estudo sobre re­
pressão catabélica especialmente relacionado ao ciclo de 
Krebs, estudando o comportamento da aconitase frente a este 
mecanismo regulatério, em Bacillus subtilis 168. Estes auto­
res verificaram a síntese da aconitase neste microorganismo 
era desreprimida durante o crescimento em meio deficiente em 
P e N, e que a adiçao de adenosina às culturas causava uma re­
pressão prolongada e completa da síntese da aconitase. Embora 
outras duas enzimas do ciclo, a fumarase e a isocitrato desi­
drogenase não se comportassem de modo idêntico à aconitase a 
síntese dessas enzimas, seria regulada de maneira semelhante 
àquelas enzimas sujeitas a repressão catabólica.
Hanson e Cox (28) estudando o efeito das condições nu­
tricionais sobre a síntese das enzimas do ciclo de Krebs em 
j3. subtilis e B_. licheniformis demonstraram que a capacidade 
de uma unica fonte de carbono causar repressão na síntese da 
aconitase, isocitrato desidrogenase e fumarase aumentava na 
seguinte ordem: lactato ^l ac to se ^g l u c o s e  ^g.licerol. Estes 
dados aparentemente entram em contradição com aqueles de Gray 
et al (25) para £. Coll} onde a adição de catabolitos da D- 
-glucose, tal como glicerol não reduzem a atividade das enzi­
mas do ciclo de Krebs, como acontece com a D-glucose.
Umbarger (68) e Gray et al. (25) trabalhando com E.coli 
e Hanson et al. (31) com j3. subtilis encontraram que a re­
pressão das enzimas por D-glucose poderia ser parcialmente 
diminuida quando sstes microorganismos cresciam em um meio 
sintético, que favorecesse a utilizaçao do ciclo para propo- 
sitos biossintéticos. Desta maneira o papel do ciclo de Krebs 
na biossíntese seria totalmente expresso durante o crescimen­
to em meio salino sintético, oom D-glucose ou um dos seus ca- 
tabólitos como fonte de carbono.
Este fato vêm ao encontro daquele observado em 1952
por Krebs, (42), isto é, as três primeiras enzimas do ciclo 
estariam envolvidas na síntese do glutamato. Embora elas es­
tejam sujeitas à repressão catabólica, esta repressão só será 
totalmente expressa quando o ciclo não estiver sendo usado 
para propositos biossinteticos, no caso, para a síntese do 
glutamato»
Em 1964 Hanson et al (31) fizeram observações referen­
tes à regulaçao da síntese das enzimas doT.C.A. em B .subtilis.
o
Estes autores tinham observado que mutantes desta bactéria 
incapazes de sintetizar a aconitase, nao demonstravam uma to­
tal capacidade de esporulaçao. Estudando a regulação da aco­
nitase, isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase, 
observaram que o glutamato reprimia a síntese das enzimas, 
quando a D-glucose ou o glicerol eram fontes de carbono. Nao 
foi entretanto observado este efeito, quando o lactato ou o 
acetato eram fornecidos ao meio. Por outro lado a própria D-
♦glucose era repressora da síntese da aconitase.
Em 1967, Hanson e Cox (28), estudaram o efeito de di­
ferentes condições nutricionais sobre a síntese das enzimas 
do ciclo dos ácidos tricarboxílicos em E3. subtilis, JB. liche-
niformis e £. coli. Utilizando tipos distintos de meios, os
autores analizaram o efeito do glutamato sobre a aconitase, 
isocitrato desidrogenase, fumarase s malato desidrogenase, 
observando que a presença de hidrolizado de caseina no meio 
inibia aquelas enzimas. A síntese da aconitase era também re­
primida pelos compostos potencialmente capazes úe serem con­
vertidos a glutamato, como arginina, prolina e ̂ cetoglutarato. 
Dos resultados obtidos, os autores postularam que a síntese
das enzimas do ciclo não obedeceria a um controle coordenado, 
uma vez que o glutamato reprimia significativamente apenas a 
síntese da aconitase, enquanto que a síntese da fumarase, ma- 
lato desidrogenase e isocitrato desidrogenase não eram repri­
mida em tais condiçoes. Postularam que o verdadeiro repressor 
para a síntese da aconitase seria o glutamato ou o cetoglu- 
tarato.
Em 1969 Flechtner e Hanson (19), estudaram o efeito do 
glutamato e do^cetoglutarato sobre a síntese da citrato sin- 
tase em B .subtilis. Estes autores mostraram que da mesma for­
ma que a aconitase, (28,31), esta enzima estava sujeita à uma
~ 1 1 “ ~ 
regulaçao por feed-back, quando da adição do glutamato ou
cetoglutarato ao meio de cultivo. Verificaram ainda que a 
síntese das enzimas do ciclo de Krebs sao reguladas indepen­
dentemente uma das outras, já que, quando glutamato e a D-glu- 
cose eram adicionados ao meio de crescimento, a síntese da 
aconitase e citrato síntase eram reprimidos drasticamente, en­
quanto que o nível da fumarase não se alterava. Para compro­
vação da hipótese de uma possível coordenação da síntese da­
quelas enzimas foram efetuados experimentos cinéticos que de­
monstraram que os modelos de repressão e desrepressao de am­
bas eram semelhantes e diferiam de modo significativo daque­
les obtidos para a fumarase e isocitrato desidrogenase.
Em 1970 Fortnagel (21), estudou a regulação da aconi­
tase e da isocitrato desidrogenase em mutantes esporulantes 
de Bi. subtilis e verificou que em mutantes bloqueados na sín­
tese da aconitase ou isocitrato desidrogenase, incapazes por-
/
tanto de sintetizar cetoglutarato e consequentemente o glu­
tamato, os níveis destas enzimas estavam desreprimidos. Mu-
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tantes bloqueados na utilizaçao do ̂  cetoglutarato desidroge- 
nase tinham níveis permanentemente reprimidos para ambas en­
zimas. 0 autor sugeriu que o acúmulo de o(_ cetoglutarato ou sua 
falta, seria fator responsável pela alteração do nível daque­
las enzimas. Estes resultados confirmaram a hipótese de que“{
cetoglutarato ou glutamato funcionariam como corepressores da
!
síntese da aconitase e da isocitrato dssidrogenase• Nestes 
mutantes, e tambem no tipo selvagem, a adição de glutamato 
causava repressão das enzimas, devido provavelmente ao aumen­
to da concentração intracelular de ^cetoglutarato ou gluta- 
ma to •
Em 1974 Onhé (50) estudou a repressão por feed-back da 
aconitase em Í3. subtilis. Verificou está repressão, quando da 
adição do glutamato ao meio de crescimento, confirmando os 
dados obtidos por outros autores (19,21), segundo os quais a 
adiçao de glutamato ao meio levava à repressão tanto da aco­
nitase, quanto da citrato sintase.
. 0*0
Em 1975 Hanson e Tanaka (29), observaram a regulaçao
do T.C.A. em bacilos aeróbicos gram-positivos, verificando 
que a presença de glutamato, causava um decréscimo na ativi­
dade das tris primeiras enzimas do ciclo, enquanto que o ní­
vel de fumarase nao diminuia apreciavelmente. À partir dos 
dados descritos alguns conceitos sobre a regulaçao das enzi­
mas do T.C.A. ficaram bem sedimentados.
Todas as condições que influenciam diretamente as ati­
vidades das enzimas do ciclo de Krebs, acima descritas, isto 
é, as diferentes fontes de carbono, e a presença de glutamato 
ou ^cetoglutarato, no meio de cultivo, influenciam também a 
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do glutamato
em fungos, no caso as glutamato desidrogenases. A enzima glu­
tamato desidrogenase, (GDH) nao se encont:a presente em . 
subtilis, organismo utilizado para os estudos de regulaçao 
até aqui descritos (28,64). Como este microorganismo não pos­
sui glutamato desidrogenase, nao poderia ocorrer uma interfe­
rência da sua atividade na regulação do T.C.A. e, embora, o
B. licheniformis possua a glutamato desidrogenase NADP depen-
w   ̂ ' " T'* o
dente, isto nao iria influenciar o comportamento regulatério 
das enzimas do ciclo, já que, segundo Umbarger (69), a enzima 
glutamato desidrogenase em bactéria não está sujeita à regu­
lação. Esta enzima cataliza a interconversão de encetoglutara- 
to e glutamato, sendo de importância fundamental, devido a 
posição central ocupada por estes metabólicos no metabolismo 
e a habilidade destes em participarQ de muitos tipos de vias. 
Possibilita tambem a incorporação de nitrogênio em compostos 
orgânicos, ligando assim o metabolismo dos amino-ácidos ao 
dos carbohidratos, constituindo-se na principal via metabóli­
ca para o aproveitamento de NH^. Foi verificado que em fungos 
ocorrem duas glutamato desidrogenases diferentes, com dife­
rentes características cinéticas. Uma destas enzimas seria 
dependente do NAD e a outra do NADP e, seria o caso para Pe- 
ricularia oryzae (39), Naurospora crassa (60), Fusarium 
oxysporum (63) e Coprinus lagopus (10). Pode-se deduzir que, 
como estas enzimas estão envolvidas no metabolismo do gluta­
mato e cetoglutarato, em fungos, poderiam modificar ou mes­
mo mascarar os resultados da regulaçao das enzimas da fase 
anabólica do ciclo de Krebs.
Tornou-se claro à partir de diversos estudos, (7,17,22, 
60,61,63,65,66,67), que a reação catalizada pelas glutamato
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desidrogenase tem duas funções fisiológicas diferentes a rea­
lizar dentro das células, sendo cada uma destas funções cata- 
lizadas por uma enzima diferente. Assim, papéis metabólicos 
diferentes tem sido dados a estas enzimas. A GDH NADP depen­
dente teria uma função anabólica na célula, concernente com a 
assimilaçao do NH^» sua função seria a aminação redutiva do 
^cetoglutarato. A GDH NAD dependente, por sua vez teria uma 
funçao catabólica estando envolvida na desaminação oxidativa 
do glutamato.
Foi verificado que sempre existe uma relaçao inversa 
entre os níveis das duas enzimas durante o crescimento dos 
fungos, que seria provavelmente consequência de suas funções 
metabólicas distintas. Este fato motivou o estudo dos efeitos
de diferentes condições nutricionais sobre a síntese destas
0
duas enzimas em fungos. 0 comportamento regulatório destas 
enzimas foi estudado em A.niger (22), F .oxysporum (63), C«la- 
gopus (17,66) e N.crassa (7,38,61,65,66). Verificou-se prin­
cipalmente o efeito da fonte nitrogenada sobre o nível de am­
bas as enzimas (7,10,18,23,33,34,54,62,64,65). A importante 
observação de que as glutamato desidrogenases possuíam dife­
rentes funções na célula levaram pesquisadores a testar o 
efeito do glutamato sobre os níveis destas enzimas. Foi obser­
vado que de acordo com suas diferentes funções elas eram re­
guladas simultaneamente pelo glutamato. Este metabólito re­
primia a enzima NADP dependente responsável pela sua síntese 
e, ao mesmo tempo induzia a enzima NAD dependente, envolvida 
na sua degradação (61,62,65,66). Deduziu-se daí que estas en­
zimas eram reguladas reciprocamenteeque, metabólitos tal co­
mo o glutamato, que aumentam a atividade de utta enzima, redu­
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zem concoraitantementeo nível da outra (23,54,61,62,65,66). No 
entanto os dados da literatura, deixam margem à dúvidas quan­
to ao papel do glutamato, um dos metabólitos responsáveis pe­
la regulação da expressão genica dessas enzimas (10,23). Atu­
almente considera-se o glutamato ou precursores nitrogenados 
(64) como repressor da enzima NADP dependente, demonstrando
o
assim claramente as divergências existentes entre os autores. 
Os mecanismos regulatórios das duas enzimas em fungos, torna­
ram-se muito mais interessantes, e complexos, quando foi sus­
tentado por diversos autores, o fato, de que estas enzimas 
estariam sujeitas a um segundo tipo de regulação, a regulação 
catabólica (11,17,38,66).
Dos estudos realizados sobre a repressão catabólica, 
foi aventada a hipótese de que o cetoglutarato estaria en­
volvido na regulação das duas enzimas (11,17,20,38,54,65).
Um dos primeiros estudos sobre o comportamento regula- 
tório das glutamato desidrogenase foi efetuado em crassa 
por Santual e Lata (61) que estudaram o efeito do glutamato na 
formação das duas enzimas. Observaram uma grãnde diminuição 
na atividade da enzima NAD dependente, quando o glutamato e 
NHj eram adicionados juntos ao. meio de crescimento. A partir 
destes e de outros dados, deduziram que a enzima NAD dependen­
te se encontra reprimida, e que, esta repressão á sobrepujada 
pela molécula sintetizada à partir do glutamato e NHj, sendo 
a enzima desreprimida nestas condições. A enzima NADP depen­
dente não estaria reprimida normalmente, mas o seria, quando 
a substancia rapressora combinava-se com o composto produzido 
por ambas as fontes de nitrogênio.
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Sanwal e Lata (.62) e Stwart et al (66), confirmaram as 
observações feitas anteriormente e levantaram a hipótese dó 
que a substância repressora produzida a partir do glutamato e
NH, e que exercia o efeito regulatório sobre ambas as enzimas
%
era um composto ativo derivado da uréia ou ainda a própria 
uréia.
Em 1963 Barrat (7) estudando o efeito de diferentes 
fontes de nitrogênio sobre a atividade específica da GDH NADP 
dependente em N_. crassa, mostrou que a síntese desta enzima 
era influenciada marcadamente pela forma química que o nitro­
gênio era adicionado ao meio de cultura. Verificou que ocor­
ria uma diminuição na atividade específica da enzima quando a 
fonte de nitrogênio era o glutamato, mais marcadamente quando 
esta era uma mistura de glutamato e NH^ ou caseinato de sódio.
Estes dados diferem, portanto, daqueles descritos por 
Sanwal e Lata (62) onde a uréia foi considerada a molécula
repressora. Assim Barrat conclui que glutamato, ou derivados
!
outros que uréia, estão envolvidos na rspressão da enzima, em­
bora considere que os seus resultados nao eliminam a hipótese 
de que a amónia exerça um papel regulatório sobre a enzima 
° NADP dependente, já que este composto em altas concentrações 
reprime sua sínt ase.
Em 1967, Stachow e Sanwal (65) estudando a regúloçao 
das GDHs por precursores nitrogenados do glutamato em N.crassa 
confirmaram os dados anteriormente obtidos (62) de que a adi­
ção de uréia ao meio de crescimento, resultava na regulaçao 
simultânea das duas enzimas. Isto ssria devido a existência 
de uma urease que cinde a uréia em amonio, confirmando que a
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regulação das duas enzimas poderia aer efetuada por amónio ou 
um composto (tal como o glutamato) dela derivado» Os autores 
observaram que o aumento da concentração de NHj no meio de 
cultivo aumentava a concentração de glutamato dentro da célu­
la até alcançar um "plateau1'• Ura aumento posterior da concen­
tração de amónio no meio de crescimento levava ainda a uma 
indução na atividade da enzima NAD dependente, o que poderia 
significar que o amónio, e não glutamato, seria a molécula 
reguladora para ambas as enzimas*
Em 1969 Pateman estudou a regulação da GDH NADP depen­
dente em A_. nidulan8 (54), verificando que sua atividade era 
diminuida quando o fungo era crescido em glutamato ou em al­
tas concentrações de uréia ou NH4. Foi sugerido que o gluta­
mato sozinho determina a velocidade de síntese da enzima NADP 
dependente, as demais fontes de nitrogênio agiriam através do 
nível de glutamato»
Para leveduras foram observados aspectos regulatórios 
diferentes dos obtidos para N. crassa. Em 1971, Ferguson et 
al (18) verificaram para Candida utills que, embora a GDH NAD
dependente esteja desreprimida em meio contendo glutamato ou
, „ A o
outros amino-acidos, a adiçao da amonio ao meio contendo al­
tas concentrações de glutamato, inativava esta enzima. Estes 
dados mostram que a inativação seria importante para evitar 
que o "pool" de glutamato fosse exaurido, sendo que isto aju­
daria a manter níveis apropriados de glutamato dentro da cé - 
lula.
A repressão da síntese da enzima NAD dependente por 
amónio em Saccharomyces, segundo Holzer et al (33,34) signi­
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ficaria que esta enzima serve primariamente para desanimar 
glutamato, e que na presença de excesso de amónio, não have­
ria necessidades de posterior desanimação acarretando portan­
to repressão da mesma. A diferença existente neste aspecto 
entre a ftU crassa e leveduras, seria o fato de que a enzima 
NAD dependente tem seus níveis aumentados quando a N.crassa s 
crescida em um meio contendo amónio e glutamato, mas a repri­
mida marcadamente em Saccharomyçes nestas condições. A ati­
vidade da enzima NADP dependente nestas mesmas condições pa­
rece estar reprimida tanto em N.crassa como em levedura (34).
Em 1970 Kapoor e Goover (38), observaram o efeito de 
catabólitos do meio de cultivo na síntese das duas enzimas em 
N.* crassa. Os autores mostraram que a síntese da enzima NAD
I
dependente era reprimida enquanto a da NADP dependente era 
induzida, quando ocorria aumento da concentração de sacarose 
ou D-glucose no meio ds crescimento, efeito este observado 
quando sacarose foi substituida por D-glucose ou frutose no 
meio de cultivo.
Ainda em 1970, Castro et al (11) fizeram estudos seme­
lhantes em levedura de panificação e verificaram o efeito da 
fonte de carbono sobre as enzimas. Neste microorganismo altas 
concentrações de açucares induzem a enzima dependente de NADP, 
reprimindo a enzima dependente do NAD.
Em 1972, Thomulka e Moat (67) estudaram a assimilação de 
amónio em quatro linhagens de S_. cerevlsae. Quando a levedura 
era crescida em um meio completo, ocorreu repressão da enzima 
NADP dependente, sendo a atividade desreprimida e máxima 
quando a levedura era crescida em um meio mínimo, onde o gmô-
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nio 9erv/e como única fonte de nitrogênio. Fato semelhante 
ocorreu com outra enzima envolvida no metabolismo do glutama- 
to, a aspartato aminotransferase. Isto se explicaria porque 
em meio mínimo a trasaminaçao seria essencial ao crescimento, 
se a enzima NADP dependente fosse a principal rota para a as­
similação do amónio inorgânico. Quanto à enzima NAD dependen­
te esta foi desreprimida quando a levedura foi crescida em um 
meio completo, onde se usa extrato de levedura e peptona como 
fontes de nitrogênio.
Ainda em 1972, Fauiole e Casselton (17) estudaram a in­
fluência de diversas fontes de nitrogênio no crescimento e na 
atividade enzimatica das duas glutamato desidrogenases em uma 
cepa monocariotica (H^) e em uma cepa dicariética (H^xTC) de
C.lagopus. Embora o glutamato ou o ion amónio não regulem di­
retamente a síntese destas enzimas, ficou demonstrado que a 
atividade da enzima NAO dependente aumenta durante o cresci­
mento em um meio com glutamato, enquanto que a NADP dependen- 
✓
te e marcadamente reprimida• Foi demonstrado ainda, que a 
atividade da enzima NAD dependente, em extrato livre de célu­
las aumenta, enquanto que, a da NADP dependente diminui quan­
do o micélio é transferido de um meio contendo D-glucose e 
amónio a um meio contendo glutamato. Estes resultados pode­
riam significar que a presença de glutamato induzia a enzima 
NAD dependente e reprimia aquela NADP dependente ou, alterna­
tivamente, que a presença do amónio reprimia a primeira e in­
duzia a última. Foi mostrado também que houve aumento da ati­
vidade específica da enzima NAD dependente, quando a cepa mo- 
nocariótica era crescida em meio contendo glutamato como úni­
ca fonte do carbono e nitrogênio.
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A hipótese de que o «<̂  cetoglutarato seria o efetor da 
regulação catabólica já tinha sido levantada por Casselton em 
1969 (10) e por Flavel e Fincham (20). Estes últimos observa­
ram que mutante9 acu-2 de Neurospora que não possuem ceto­
glutarato desidrogenase, apresentam aumento na atividade da 
gi utamato desidrogenase NAD dependente, sem diminuição na 
atividade da enzima NADP dependente, sugerindo o envolvimento 
do cetoglutarato na regulação das duas enzimas.
0 efeito da amónia sugerido por Stachoui e Santual (65) 
seria indireto, exercido através da remoção do ^  cetoglutara­
to.
Estudo sobre a repressão catabólica efetuado em 1974 
por Steiuart e Moore (66) para C_. laqopus, confirmaram os dados 
obtidos por Kapoor e Grover (39) e Casselton (10). A GDH NAD 
dependente mostrou ser sujeita à repressão catabólica enquan­
to a NADP dependente à indução, nas mesmas condições. Foi de­
monstrado que no micelio vegetativo os níveis de ambes as en­
zimas são influenciados marcadamente, além da concentração, 
pela natureza da fonte de carbono utilizada. A atividade da 
enzima NADP dependente foi maior quando o micelio foi cresci­
do em D-glucose, comparado com aquele crescido em acetato, 
ocorrendo o contrário para a enzima NAD dependente. Estes da­
dos concordam com aqueles encontrados por Flavel eFincham(20) 
para N. crassa. Segundo os autores a fonte de nitrogênio teria 
muito menor influência nos níveis de ambas as GDHs. Estes au­
tores consideram que o sistema completo de regulaçao destas 
enzimas deve envolver mais de uma espécie molecular, uma po­
dendo ser o ^  cetoglutarato, um produto do metabolismo de car- 
boidratos e a outra a uréia ou um derivado desta, um produto
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do metabolismo do nitrogênio.
Em 1977 foram feitos estudos sobre a regulaçao das 
duas GDH8 em Coprinus cinereus (l), observando-se a repressão 
quando o fungo era crescido em acetil glutamato. Quando a 
uréia foi usada como fonte de nitrogênio observou-se que a 
enzima NADP dependente era reprimida enquanto que a enzima 
NAD dependente era desreprimida, indicando uma conexão entre 
as duas enzimas e o ciclo da uréia. Os resultados sugerem que 
em condições normais de crescimento o nitrogênio é assimilado
na forma de aminoécido, e que as duas enzimas em conjunto com/
as transaminases permitem a continuação do processo. Além 
deste complexo modelo de regulação a que estariam sujeitas 
estas enzimas do metabolismo do glutamato, muitos autores se 
interessaram sobremaneira com a direção seguida por este me­
tabolismo, jé que atualmente se sabe que nele participam além 
das glutamato desidrogenases, a enzima aspartato aminotrans­
ferase.
Papa e al (53), mostraram que a transaminaçao com o 
oxalacetato e a desaminação oxidativa do glutamato são ope­
rativas em mitocôndria de figado, embora haja predominância 
da reação de transaminação. Haan et al (26) confirmaram aque­
les dados mostrando que 90$ do glutamato que desaparece é re­
cuperado como aspartato e que somente 10$ e transformado em 
NHj.
Estudos sobre este assunto em reticulócitos de coelho 
usando-se técnicas isotépicas (59) comprovaram os dados acima 
descritos.
Foi observado por Charba e Nakata (12) que a oxidação
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do glutamato em J3. cereus ocorre pela via do T.C.A. já que 80^ 
do L-[U-14C] glutamato utilizado no experimento, foi oxidado 
até [^C] CO,. A ssim, a atividade da malato desidrogenase e 
da fumarase aumentaram rapidamente com a oxidação do glutama­
to, sendo que, no tempo em que a velocidade de oxidaçao do 
glutamato I maxima a atividade da malato desidrogenase aumen­
ta aproximadamente três vezes. Estes dados entretanto, não 
nos dão todavia nenhuma ideia sobre a direção da oxidaçao do 
glutamato. -
Apesar do ciclo dos acidos tricarboxílicos e sua regu­
lação terem sido amplamente estudados em organismos procarió- 
ticos, poucos dados existem sobre a sua regulaçao em seres 
eucariáticos.
Por outro lado o metabolismo da glutamato tem sido in­
vestigado em diversos fungos (10,17,32,66). 0 metabolismo
deste aminoácido apresenta estreita correlação com o ciclo 
dos ácidos tricarboxílicos, uma vez que o produto da desani- 
maçao oxidativa do rriesmo e um intermediário do ciclo, o o^ce- 
toglutarato.
0 presente trabalho visa investigar as interrelações 
do metabolismo do glutamato com a regulação do ciclo dos áci­
dos tricarboxílicos, em um organismo eucariático o Scopularios- 
psis brevicaulis.
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1 - MATERIAIS E MÉTODOS
1.1 - Materiais
1.1.1 - Drogas
Etileno diamino tetraacetato, fenazine mata sulfato, 
ácido málico, ditioeritritol, ácido aspartico, fenil metil 
sulfonil fluoreto de Na, NADP, NAD, NADH, NADPH, acetil coA, 
ácido DL isocitrico, treo-DS (+) ácido isocitrico, malato de­
sidrogenase de coração de porco eram produtos da Sigma Chemi­
cal Company, diaforase, glicerina bidestilada, cetoglutara­
to, 2,6 diclorofenol indofenol, cloreto de magnésio, sulfato 
de amónio, cloreto de manganês, ácido L (+) glutêmico eram 
produtos da Merck Company.
As demais substâncias utilizadas neste trabalho eram 
produtos proanálise.
1.1.2 - Microorganismo
No presente trabalho foi utilizada uma cepa de um as- 
comicetOj Scopulariopsis brevicaulis isolada no Instituto de 
Biologia e Pesquisas Tecnológicas do Paraná e classificada
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pelo Cammontuealth Mycological Institute, Londres. A amostra 
havia sido anteriormente classificada como Pycnoporus cinna- 
barinus (15,32).
1.2 - Métodos
1.2.1 - Condições de çultiyo
A cultura de Scopulariopsis brevicaulis foi mantida em
/ > oagar Sabourand glucose, repicada mensalmente, armazenada a A C .
0 meio líquido era semelhante ao de Markus (47), suplemen­
tado com tiamina HCl 0,5 mgj& em substituição ao extrato de
levedura, sendo o pH final 6,2. As fontes de carbono e os su-
!
plementos, foram esterilizados em vapor fluente separadamente. 
300 ml de meio de cultura foram distribuídos em erlermmeyers 
de 1 litro e autoclavados a 120°C por 20 minutos.
Após a inoculação dos esporos, os frascos eram levados 
a um agitador retatório (100 rpm) a 28°C por um período de 
tempo variável.
0s micélios foram coletados por filtração em gase e 
lavados com destilada, pesados e congelados à-20°C, sendo
utilizadas no mesmo dia para preparo dos extratos livres de 
célula.
o
1 .2.2 - Meios
Para os estudos de regulaçao foram utilizadas dois ti­
pos de fontes de carbono, a D-glucose lOmM e o acetato 20mM. 
Estas fontes de carbono eram adicionadas à meios mínimos per­
fazendo os assim chamados meio glucose e meio acetato. Ambos 
foram considerados como meios controles no presente estudo.
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Estes dois meios fundamentais foram suplementados com 
Kcetoglutarato ou glutamato, 25mM.
Com 8ste tipo de distribuição obtivemos seis diferen­
tes meios, os quais variavam entre si ou na natureza da fonte 
de carbono ou na natureza do suplemento adicionado.
a) meio glucose lOmM (controle)
b) meio glucose lOmM + cetoglutarato 25mM
c) meio glucose lOmM + glutamato 25mM
d) meio acetato 20mM (controle)
e) meio acetato 20mM + cetoglutarato 25mM
f) meio acetato 20mM'fglutamato 25mM
Foi também utilizado o meio contendo, glutamato, 25mM, 
como fonte de carbono e nitrogênio.
1.2.3 - Curvas de crescimento
Para a determinação do crescimento do micélio em fun­
ção do tempo, 100 ml dos diversos meios foram distribuídos em 
erlermmeyers ds 250 ml. Os Preinoculos foram preparados par­
tindo dos esporos crescidos em meio sólido, que foram inocu­
lados ao meio mínimo contendo glucose ou acetato. Para dis­
persar os esporos foram utilizados pérolas de vidro. (0,5 
0). Após 12 hs de crescimento em um agitador rotatório a 100 
rpm, a 28°C, os esporos foram filtrados esterilmente em la de 
vidro e o filtrado homogêneo após padronizaçao da turvaçao a 
680 nm, foi distribuído nos meios com glucose e nos meios com 
acetato, sendo novamente incubados em um agitador rotatório a 
temperatura de 28°C.
A tempos que variaram de 36 a 96 hs, quando a fonte de
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carbono era a glucose°e de 48 a 120 hs quando a fonte de car­
bono era acetato, os micélios foram coletados com intervalos 
de 12 hs» 0 crescimento micelial foi avaliado pelo peso seco 
obtido por filtraçao em papel de filtro de peso conhecido e 
mantidos a 60°C em estufa até peso constante»
1.2.4 - Preparaçao do extrato livre de células
Os extratos livres de células para os ensaios enzimá- 
ticos foram preparados por rompimento mecânico das .células 
congeladas em um grau de porcelana com areia do mar previamen­
te tratada, na proporção de 1:1 (p/p)» A extraçao foi feita 
com tampão fosfato 50mM pH 7,4 .na proporção 1:2 (peso úmido/ 
volume do líquido extrator em ml). A suspensão obtida desta 
maneira era em seguida submetido a centrifugação em centrífu­
ga refrigerada por 15 minutos â 11.4Q0g. 0 sobrenadante foi 
utilizado para a medida das atividades enziméticas. Devido a 
presença no extrato bruto, de duas enzimas altamente instá­
veis, a Isocitrato desidrogenase NADP dependente, e a gluta- 
mato desidrogenase NAD dependente, este extrato era após a 
centrifugação imediatamente dividido em três frações, a duas 
das quais se acrescentavam protetores, sendo a terceira fra - 
ção utilizada para os estudos das enzimas estáveis.
1.2.5 - Medida das atividades enziméticas
Para a determinação das atividades enziméticas, para 
cada enzima, foram efetuadas as curvas de influencia de con­
centração proteica sobre a atividade enzimatica. Todos os va­
lores foram calculados nas velocidades iniciais, e os dados 
correspondem à média de no mínimo duas experiências.
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Para a determinação do efeito da concentração proteica 
sobre a atividade enzimética, os micélios foram colhidos em 
todos os diferentes meios, no final da fase exponencial de 
crescimento»
Assim, em meio acetato, o micelio foi colhido as 96 
horas, em meio acetato + glutamato as 60 horas e acetato + 
cetoglutarato as 72 horas. Quando o meio era a glucose, glu­
cose -»^cetoglutarato e glucose + glutamato, os micélios foram 
colhidos após 60 horas, 60 horas e 48 horas respectivamente, 
3endo que, quando a fonte de carbono utilizada era o glutama­
to 25mM, o micélio era colhido após 72 horas de crescimento«
Para os estudos de regulação, o efeito do tempo de 
crescimento sobre a concentração da enzima foi determinada 
nos diversos meios. Os tempos de crescimento variavam de 36 a 
72 horas em meio glucose s glucose+suplementos e de 48 ou 60 
horas a 96 horas em meios acetato e acetato + suplementos, 
estas diferenças nos intervalos de tempo estão relacionadas 
com os diferentes tempos de geração do fungo, nos diversos 
meios. Quando utilizou-se glutamato 25mM como fonte de carbo­
no, os tempos de colheita variaram de 48 a 84 horas. Em todas 
as determinações foi utilizado o Espectrofotômetro Registra­
dor Beckman DU.
1.2.5.1 - Citrato sintase (EC 4.1.3.7)
Citrato oxalacetato-lyase
A atividade da citrato sintase foi determinada indire­
tamente pelo método de Ochoa (49), através de ensaio espctro- 
fotométrico, acoplando-se a malato desidrogenase e seguindo­
-se a redução do NAD à 340nm. Neste método utiliza-se acetil
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coA e uma mistura de malato, NAD e malato desidrogenase em 
substituição ao oxalacetato. 0 controle para evidenciação da 
açao da citrato sintese, foi feito retirando-se o acetil COA, 
para a determinação das condições ótimas de ensaio, foram es­
tudados os efeitos do pH, da concentração do substrato e da 
concentração de enzima sobre a atividade enzimática. As cons­
truções de substrato, variaram de 0,02 a 0,3/jmoles de acetil 
coA (Km=24yüM)> 0,15 a 2 umoles de NAD (Km=150/jM) e de 1 a 15 
yumoles para o malato de potássio (Km=0,8mM).
Para a determinação do pH ótimo foram feitos ensaios 
variando-se o pH de 7,2 à 8,8, utilizando-se tampão Tris HCl 
0,2 M (pH ótimo 8,0 à 8,4). .
Foram observados também o efeito da concentração de 
enzima para cada um dos seis meios utilizados variando-se a 
concentração de proteinas de 26,5 a 132/ug, de 26,75 a 133,75 
/Ug e de 25 a 75/üg respectivamente em meio glucose + a(_cetoglu- 
tarato e glucose + glutamato. Estas concentrações foram va­
riadas de 10 a 50yug, 8,25 a 41,25yug e 7,5 a 37,5/ug para os 
meios acetato, acetato + cetoglutarato e acetato + glutama­
to respectivamente.
0 sistema de incubação utilizado era constituido de 
0,28A>mole8 de acetil coA, 1,4 umoles de NAD, 15 umoles de L 
malato de potássio, pH 7,0, 10 unidades de malato desidroge­
nase, 50 umoles de tampão Tris HCl pH 8,0 e extrato livre de 
células em concentrações variáveis, em um volurns final de lml, 
equilibrado a temperatura ambiente. A reaçao foi iniciada com 
a adição de acetil coA, tão logo a reaçao da malato desidro-
i
genase atingisse o equilíbrio, apos cerca de 1 minuto. A ob-
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8erbância foi medida à 340 nm contra um branco sem acetil coA 
e sem malato desidrogenase.
Foram realizados controles para o substrato endógeno 
para cada concentração de enzima. A atividade específica foi 
definida como yumoles de NAD reduzidos por minuto por mg de 
proteina, nas condições do ensaio.
1.2.5.2 - Aconitase (E.C. 4.2.1.3)
Citrato (isocitrato) hidrolyase
A aconitase foi ensaiada segundo o método de Racker 
(56) baseada na absorçao a 240 nm de écido cis aconítico, ab­
sorção esta dependente da dupla ligaçao existente neste écido. 
Para a determinação das condições ótimas de ensaio foram va­
riadas as concentrações de substrato, e verificado o efeito 
do pH sobre a atividade desta enzima. Para a determinação do 
efeito da concentração de substrato sobre a atividade enzimá- 
tica, a concentração do DL isocitrato variou de 0,5 a 16 
yumoles e do treo - DS (+) isocitrato de 0,01 a 1,2/umoles
. /  M
(sendo o ultimo ensaio utilizado para a determinação da espe­
cificidade de substrato apresentado pelo aconitase frente à 
estes dois écidos. 0 Km para o DL isocitrato foi de lmM e pa­
ra o treo DS (+) isocitrato de 0,05 mM.
Na verificação do efeito do pH foi utilizado o tampão 
fosfato 50 mH em uma faixa de 6, 8 a 8,0 (pH ótimo 7,4).
Foram verificados os efeitos da concentração de enzima 
nos seis diferentes meios utilizados, sendo a concentração 
proteica variada de 26,5 a 132,2 /jg, de 60 a 300 /jg e de 70 a 
350 vg para os meios glucose, glucose + ‘̂ cetoglutarato e glu-
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cose + glutamato e de 36,5 a 182,5 juq, 32,5 a 162,5 /ug e 15,3 
a 153 aíg para os meios acetato, acetato +o^c8toglutarato e 
acetato + glutamato respectivamente.
0 sistema de incubaçao para o ensaio da aconitase era 
constituido de 9yumoles de ácido DL isocitrico ou 0,8^umoles 
de ácido (treo) DS (+) isocitrico, dissolvido em 50 umoles de 
tampao fosfato pH 7,4 e extrato livre de células em concen­
trações variáveis, em um volume final de ml equilibrado a 
temperatura ambiente. ■A reação foi iniciada pela adição de 
extrato bruto. A absorbância foi medida à 240 nm contra um 
branco contendo tampão, água e extrato, medindo-se o apareci­
mento do ácido cis aconítico neste comprimento de onda. Foram 
feitos controles para o substrato endógeno para cada concen­
tração da enzima usada. A atividade específica foi definida 
comoyumoles de ácido cis - aconítico formados por minuto por 
mg de proteina.
1.2.5.3 - Isocitrato desidrogenase NADP dependente (EC 1.1.1.
42)
Treo - DS - isocitrato: NADP oxido-redutase
A atividade da isocitrato desidrogenase NADP dependen­
te foi medida seguindo-se o desaparecimento da cor azul do
2,6 diclorofenolindofenol à 600 nm, decorrente da redução do 
mesmo pelo transportador de eletrons fenazina meta sulfato. 
Este método que usa a fenazina meta sulfato como transporta­
dor de eletrons entre o NADPH e o 2,6 diclorofenolindofenol é 
um método utilizado para extratos crús onde poderia ocorrer a 
presença da NADPH oxidase e foi descrito por Rokosh et al 
(58).
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Devido à grande instabilidade desta enzima (37,57), em 
S . brevicaulis, foram feitos vários testes para sua estabili­
zação. Com esta finalidade foram utilizados vários tipos de 
protetores: glicerol à 20$, sacarose à 40$ e ditioeritritol
lmM, albumina de ovo 0,2$, albumina bovina 1$ e fenil metil 
sulfonil fluoreto de Na lmM.
Para a adição de protetores o extrato foi diluido 1:2 
com tampão fosfato pH 7,4, 50mM, que continha o respecti­
vo protetor, os ensaios enzimaticos foram efetuados como aci­
ma descrito em três tempos, 0 hora, 3 hse 6 hs contados à par- 
tir da elaboraçao do extrato# 0 melhor sistema estabilizador 
continha glicerol à 20$. Para a determinação das condições 
ótimas do ensaio desta enzima foram observados os efeitos da 
concentração de substrato, da variaçao de pH e da concentra­
ção de enzima sobre a atividade enzimática, além de experiên­
cias para a determinação de requerimento de cátions, usando- 
-se 2,5 e 5 yumoles dos seguintes cátions, MnClj» Mg C^íCoSQ^, 
CI2 Zn, e CuClj» Embora o ion Mn ++ seja também ativador, ele 
não foi usado nos ensaios por precipitar com o tampao Tris- 
fosfato. Na determinação dos efeitos da concentração de subs­
trato, esses forcam variados na seguinte magnitude: 0,04 yjmo- 
les à 1 yjmole para o DL isocitrato, (Km 0,03 mM), 0,05 a 0,45 
^umoles para o NADP, (Km 0,012mM), 0,05 a 0,3 yjmoles de 2,6 di- 
clorofenolindofenol (Km 0,03 mM), 0,25 à 8 ̂ umoles de Mg CI2 
(Km 0,03 mM), e de 0,0045 à 0,06 yjmoles pare a fenazina meta 
sulfato (Km = 3,5 /jM) .
0 efeito do pH foi observado com o auxílio do tampão 
Tris-fosfato em duas diferentes concentrações 25 a 50 mM, sen-
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do opH variado da 7,6 à 8,6, pH ótimo 8,4 com tampão Tris-fos- 
fato 25 mM. Foram também variadas as concentrações de enzima 
para cada meio, estas concentrações variaram de 13,25 a 79, fjwg, 
de 30 à 150 Aig e de 33,25 à 199/ug para os mei03 glucose, glu­
cose + cetoglutarsto e glucose + glutamato respectivamente.
Em meio acetato e acetato com suplementos, houve uma va­
riação de 10 a 60yug, 3,3 a 41,5/ug e 5,3 a 66,5/ug para os 
meios acetato, acetato + «^cetoglutarato e acetato + glutamato 
respectivamente.
0 sistema de incubação estabelecido era constituido 
por 0,3yumoles de NADP, 0,35/umoles de 2,6 diclorofenolindo- 
fenol, 0,026,/umoles ds fenazina metasulfato, 5/umoles de éci-
í
do DL isocítrico,5/umoles de M g C ^ . ó ^ O  e 7,5yumoles de tampão 
Tri8 fosfato 25 mM pH 8,4 e concentrações variaveis de enzima 
em um volume final de 1,0 ml. A reação foi iniciada com a adi­
ção de extrato bruto com o sistema a temperatura ambiente. A 
absorbância foi determinada à 600 nm, contra um branco sem
2,6 diclorofenolindofenol. Foram feitos controles para o 
substrato endógeno para cada concentração de enzima utilizada.
A atividade específica foi definida como^/timoles de 2,6 diclo- 
rofenol indofenol reduzidos por minuto por mg de proteina.
1.2,5.4 - Isocitrato desidrogenase NAD dependente (E.C. 1.1.
1. 41)
Threo-DS-isocitratos NAD oxido - redutase
A atividade da isocitrato desidrogenase NAD dependen-
O
te foi medida seguindo-se a redução do NAD à 340 nm, ou a re­
dução de 2,6 diclorofenolindofenol %  600 nm, método acopla - 
do onde a enzima diaforase atua como transportador de eletrons
entre o NADH e o 2,6 diclorofenolindofenol segundo método de 
Cook et al (14).
Em nenhum dos métodos testados houve detecção de ati­
vidade enzimética. Foi descartada a possibilidade de NADH 
oxidades ativa.o suficiente para impedir a ação da enzima NAD 
dependente.
1.2.5.5 - Fumarase (E.C. 4.2.1.2)
L-malato hidroliase
A atividade fumarasica foi determinada seguindo-se a 
absorção do fumarato, à 240 nm, segundo método descrito por 
Racker (56).
Na determinação das condições ótimas para a enzima fo­
ram efetuados estudos sobre a influência da concentração de 
substrato, da variação do pH e da concentração de enzima so­
bre a atividade enzimética. A concentração de L-malato de só­
dio para esta finalidade foi variada de 3 a 45yumoles (Km 6,9 
mM).
0 efeito do pH foi verificado com o auxílio de dois 
tampões, sendo que o pH variou de 7,4 a 8,0 a de 7,8 a 8,6 
respectivamente para os tampões fosfato 50 mM e Tris fosfato 
50 mM. (pH ótimo 8,0), com tampão .fosfato 50 mM.
As observações sobre o efeito da concentração de en­
zima foram efetuadas nos diversos meios, sendo variadas estas 
concentrações de 26,5 a 132,5 /Ug, de 60 a 300y<jg de 28,3 ug a
141.5 jjq em meios glucose, glucose + ^cetoglutarato e glucose 
+ glutamato respectivamente e de 36,5 à 182/ug, 12,7 a 158,75 
e de 38,25 a 191,25yUg, em meio acetato, acetato +-£cetoglu-
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tarato e acetato ♦ glutamato.
0 sistema para ensaio enzimatico ficou ao final cons- 
tituido de 15/umoles de L-malato de sódio pH 7,0, 35/umoles 
de tampão Tris fosfato 50 mM pH 8,0 e extrato bruto em con­
centrações variáveis em um volume final de 1 ml equilibrado à
!
temperatura ambiente. A reação foi iniciada com a adição de 
extrato livre de células seguindo-se o aparecimento do ácido 
fumário a 240 nm contra um branco com água, tampão e extrato 
bruto. Controles foram feitos para o substrato endógeno para 
cada concentração de enzima usada. A atividade específica foi 
definida como^umoles de ácido fumárico formados por minuto por 
mg de proteina.
1.2.5 .6  - Malato desidrogenase (E.C. 1.1.1. 37)
L-malato: NAD oxido redutase
A atividade da malato desidrogenase foi medida seguin­
do-se a redução do NAD à 340 nm, pela oxidaçao do malato de 
sódio baseando-se em método descrito por Kitto (40).
A determinação para as condiçoes ótimas para ensaio 
enzimático envolveram os ensaios sobre o efeito da concentra­
ção de substrato, pH e concentração de enzima sobre a ativi­
dade enzimática.
As concentrações de substrato variavam de 15 à 300 
^umoles para o malato (Km= 12mM) e de 0,1 à 1,5/umoles para o 
NAD (Km= 0,16mM). Na determinação do pH ótimo foi utilizado o 
tampão glicina Na 0H) 0,1M sendo o pH variado de 9,0 a 10,6 
(pH ótimo 10,0).
A variação da concentração da proteina enzimática uti-
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lizada para os diferentes raeios foi de 2,2 a 27,5yug, de 2 a 
25yug e de 1,4 a 17,5/ug para os meios glucose, glucose 
cetoglutarato e glucose + glutamato respectivamente: e para 
os meios acetato, acetato +«>^cetoglutarato e acetato + gluta­
mato, estas concentrações variavam de 1,8 à 9,1/jg, de 0,625 
a 6,25yug e de 0,75 a 7,5yug respectivamente.
0 sistema de incubaçao ficou ao final constituido de 
l,35yUmole8 de NAD, 200yumoles de malato de sódio pH 7,0 e 50 
yumoles de tampão glicina NaOH pH 10 e extrato livre de célu­
las em concentrações variáveis em um volume final de 1 , 0 ml.
A reação foi iniciada pela adição de extrato livre de células 
após o sistema ter sido equilibrado à temperatura ambiente e 
a absorbância foi medida à 340 nm contra um branco contendo 
todos os componentes de ensaio com exceção do NAD. Foram fei­
tos controles para substrato endógeno para cada concentração 
de enzima usada. •
A atividade específica desta enzima foi definida como
o
ytimoles de NAD reduzidos por minuto por mg de proteina.
1.2.5.7 - Glutamato desidrogenase NAD dependente (E.C. 1.4.1.2) 
L-qlutamato: NAD oxido redutase
A atividade da enzima glutamato desidrogénase NAD de­
pendente foi detectada no extrato livre de células seguindo­
-se a oxidação do NADH à 340 nm, baseando-se no método usado 
por Stachou) e Santual (65). Devido a grande instabilidade 
apresentada por esta enzima, foram feitos testes para a sua 
estabilizaçao semelhantes aqueles feitos para a sstabilizaçao 
da Isocitrato desidrogenase NADP dependente. Foram utilizados
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nestes testes os seguintes estabilizadores;
Glicerol 20$, ditioritritol lmM eEDTA 5mM, glicerol 2 0 $ eEDTA
5 mM, EDTA 5 mM, ditioeritritol 1 mM. Estes protetores eram
preparados em tampão fosfato 50 mM pH 7,4.
Os ensaios enziméticos para as diferentes frações fo­
ram efetuados era dois tempos, imediatamente após a elaboração 
do extrato e após 4 horas.
0 melhor protetor testado foi a mistura contendo glice­
rol 20$, ditioeritriiol 1 mM eEDTA 5 mM. Todos os testes pos­
teriores para a enzima foram feitos utilizando-se como prote­
tor a mistura acima citada. A atividade da enzima era medida 
até no máximo 2 horas à partir da obtenção do extrato já es­
tabilizado.
Para a determinação das condiçoes otimas de ensaio en- 
zimático, foram observados os efeitos da variaçao do pH e da 
concentração de enzima sobre a sua atividade enzimética. Na 
observaçao do primeiro efeito, foram utilizados os tampões 
Tris HCl 0,2 M e o tampão fosfato de potássio 50 mM, varian­
do-se o primeiro de J , 8 a 8,9 e o segundo de 6,4 a 8,0 unida­
de de pH. pH ótimo pH 8,0 com tampão Tris HCl 0,2 M.
» ***
Para determinar o efeito da concentração de enzima so­
bre a atividade enzimética nos diferentes meios, as concen­
trações de proteina variavam de 23 a 92yugs, de 28,5 a 142,5iig 
e de 30 a 150y-ug para os ensaios em meio glucose, glucose +a(_ 
cetoglutarato s glucose + glutamato e de 80 à 240yug, 33,8 à 
4Q5,6yug e de 14,8 a 74/ug para os meios acetato, acetato +X_ 
cetoglutarato e acetato + glutamato respectivamente. 0 siste­
ma de incubação era constituido de 100/umoles de (NH4 )2SÜ4,
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0,25yumoles de NADH, 20yumoles de«^cetoglutarato pH 7,0, 80
/-umoles de tampao Tris HCl 0,2 M pH 8,0 e extrato livre de cé­
lulas em concentrações variáveis em um volume final de 1 ml, 
equilibrado a temperatura ambiente»
A reação foi iniciada pela adição do extrato livre de 
células ao sistema de incubação, sendo medida a oxidação do 
NADH à 340 nm, contra um branco contendo todos os reagentes 
com exceção do NADH. Foram efetuados controles para o subs­
trato endógeno para cada concentração de enzima utilizada.
A atividade específica desta enzima foi definida como 
yumoles de NADH oxidados por minuto por mg de proteina.
1.2.5 .8 - Glutamato desidrogenase NADP dependente (E.C. 1.4.
1.4)
L-glutamatos NADP oxido redutase
A atividade da glutamato desidrogenase NADP dependente 
foi medida seguindo-se a oxidação do NADPH à 340 nm, durante
^  t /
a aminaçao redutiva d o ^  cetoglutarato baseando-se no metodo 
descrito por Sanu/al (60).
Na determinação das condições ótimas de ensaio enzimá- 
tico foram realizados observações sobre o efeito do pH e da 
concentração proteica sobre a atividade enzimática. Para suas 
realizações o pH variou de 6, 8 a 8,0, utilizando-se o tampão 
fosfato de potássio 50 mM (pH ótimo 7,6). A concentração de 
proteina variou de 23 a 138/ug, de 15 a 90yug e de 15 a 75yug 
para os meios glucose, glucose + «(^cetoglutarato e glucose + 
glutamato respectivamente.
Para os meios acetato, acetato + ^cetoglutarato e ace-
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toto + glutamato esta concentração variou de 40 a 160yug, 16,9 
a 101,5/ug, e de 14,8 a 74/ug respectivamente. Quando a fonte 
de carbono utilizada foi o glutamato 25 mM a concentração de 
proteina variou de 117 à 702/ug.
0 sistema de incubação era constituido de 100/umoles
ds (NH - ) S O4 , 20 yumoles d enceto glut ara to pH 7,0 neutraliza- 
2
do com «OH, 0,25/umoles de NADPH, 20yumoles de tampão fosfato 
de potássio pH 7,6, 50 mM e extrato livre de células em con­
centrações variáveis em um volume final de 1 ml equilibrados 
à temperatura ambiente. A reação era iniciada pela adiçao de 
extrato bruto, sendo medida a diminuição da absorbancia de­
corrente da oxidação do NADPH, contra um branco contendo to­
dos os reagentes com exceção do NADPH. Foram realizados con­
troles para o substrato endógeno para cada concentração de 
enzima testada.
A atividade específica da enzima foi definida como
ytimoles de NADPH oxidados por mg de proteina, por minuto.
1.2.5.9 - Aspartato aminotransferase (E.C. 2.6.1.1.)
L-aspartato - 2 oxoglutarato aminotransferase
A atividade desta aminotransferase foi medida indire­
tamente através ensaio acoplado à malato desidrogenase, se­
guindo-se a oxidação do NADH à 340 nm, dependente da redução 
do oxalacetato formado na reação da aspartato aminotransfera­
se. Este método baseou-se no descrito por Boyd (9). Foram 
realizados controles para o substrato endógeno para cada con- 
centraçao de enzima, sendo tambem verificados a interferencia 
da atividade da aspartato aminotransferase pela malato desi­
drogenase.
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Para a determinação das condições ótimas de ensaio en- 
zimático foram efetuados estudos sobre o efeito da concentra­
ção de enzima e da v/ariação do pH sobre a atividade enzimáti- 
ca.
A variaçao do pH foi feita utilizando-se tampao Tris 
HCl» 0,2 M, em uma faixa que variava de 7,2 a 8,8 e tampão 
fosfato de potássio 50 mM em uma faixa que variava de 6,4 a 
8,0. pH ótimo - pH 8,0 com tampão Tris HCl 0,2 M. As concen­
trações de enzima nos diversos meios variaram de 13 a 78/ug, 
de 15 a 75y<jg e de 15 a 75 /üg para os meios glucose, glucose 
+ ^cetoglutarato, glucose + glutamato.
Quando a fonte de carbono era o acetato as concentra­
ções de proteine variaram de 40 a 200yug, de 16,9 à 84,5^ug e 
de 26,6 a 133,3/ug para os meios acetato, acetato +«^cetoglu- 
tarato e acetato + glutamato respectivamente. A concentração 
de proteina era variada de 5,85 a 3 5,1 yug em meio glutamato 
25mM .
0 sistema de incubação continha 20,/umoles de ceto- 
glutarato de Na, 40/umoles de aspartato de sódio pH 7,0, 0,25 
/jmoles de NADH, 0,5 unidades de malato desidrogenase, 8 0 mo­
les de tampão Tris HCl 0,2 M pH 7,6, e extrato livre de cé­
lulas em concentrações variáveis em um volume final delml* A 
reação foi iniciada pela adição de extrato bruto e a leitura 
foi procedida contra um branco contendo todos os reagentes 
com exceção do NADH, logo após o sistema ter sido equilibrado 
à temperatura ambiente.
A atividade específica foi definida como sendo os/umo- 
les de NADH oxidados por minuto por mg de proteina.
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1.2.6 - Métodos analíticos
As concentrações de proteina foram determinadas pelo 
método de Lomry et al (44).
0 coeficiente de extinção molar para o NADPH e NADH 
foi considerado como sendo à 340 nm igual à 6,22. l O ^ m " 1 M **1 
(35) e para o cia aconitato à 240 nm foi considerado como 
sendo 3,3.10"* cm"^ M*”1 (50). E para o 2,6 diclorofenolindo- 
fenol à 600 nm foi considerado como sendo 2 1 ,8. 10"* c m ^ M " 1 
(5) e o £ para o fumarato foi considerado como sendo à 240 nm 
2,4. 103 cm" 1 M" 1 (8,50).
As enzimas NADH oxidase e NADPH oxidase foram medidas 
utilizando-se sistemas que continham 300yumoles de tampão 
fosfato pH 7,8, 0,25yumoles de NADH ou NADPH e extrato livre
de célulass era um volume final de 1 ml, medindo-se a oxidação 
destas coenzimas à 340 nm, nao ocorrendo oxidaçao no pH tes­
tado ou em pHs mais elevados.
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2 - RESULTADOS E DISCUSSÃO
2.1 - Curvas de Crescimento
Para a avaliaçao do crescimento o fungo Scopulariopsis 
brevicaulis foi crescido no meio contendo acetato 20 mM ou 
glucose 10 mM como fonte de carbono, sendo também suplementa­
dos com cetoglutarato ou glutamato à uma concentração final 0 
de 25 mM.
As figuras 1, 2 e 3 relacionam o peso sêco do micélio 
em 100 ml de meio, em função do tempo de crescimento. Pode-se
observar pelos resultados obtidos à partir da fig. 1 que o
o
crescimento micelial é maior quando a fonte de carbono usada 
é a glucose em comparaçao com o que ocorre nas mesmas condi­
ções, quando esta fonte é o acetato. Observa-se que, quando o 
fungo é crescido em meio glucose, obtem-se micélio em quanti­
dades mensuráveis apés 36 horas de crescimento,enquanto que 
o crescimento em meio acetato torna possível somente apés 54 
horas de crescimento.
A fase exponencial em meio glucose, prolonga-se até as 
66 horas, sendo que em meio acetato esta fase é alcançada
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após 96 horas.
A figura 2 compara os níveis de crescimento micelial 
em meios contendo glucose e glucose mais suplementos, utili­
zando-se o meio glucose como referência. À partir desta figu­
ra, que interrelaciona o crescimento nos três diferentes meios 
pode-se observar que quando o fungo era crescido em meio 
glucose suplementado com=^cetoglutarato, o peso seco do micé- 
lio nao aumentava de modo significativo, o que poderia signi­
ficar que as células de S .brevicaulis não são permeáveis àque­
le ceto-ácido (28). Quando se adiciona o glutamato ao meio, a 
quantidade de micélio aumenta, e o fim da fase exponencial é 
adiantado em 12 horas, quando comparado ao meio sem suplemen­
to. Este fato é compreendido facilmente jé ,que se sabe que o 
glutamato sozinho pode servir como fonte de carbono e energia 
para diversos microorganismos (7,12,17,38,61,65,66).
A figura 3 mostra o comportamento do fungo quando o 
acetato é utilizado como fonte de carbono, nesta figura in~ 
terrelaciona-se o crescimento micelial nos meios acetato e 
acetato suplementado, considerando-se o crescimento no primei­
ro meio como referência® Observa-se que um crescimento signi­
ficativo ocorre somente após 54 horas de cultivo® Esta cons­
tatação deve-se aparentemente ao tempo necessário para que ha­
ja indução das enzimas do ciclo do glioxilato, segundo Assis 
e Amaral (6).
Quando ao meio acetato é adicionado ^cetoglutarato, o 
crescimento micelial aumenta de modo significativo adiantan­
do-se o fim da fase exponencial por 12 horas. 0 aumento de 
crescimento micelial que ocorre nestas condiçoes, nao é ob­
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servado quando sste ceto-ácido e adicionado à um meio glucose. 
(rig.2) nao existindo aparentemente, em meio acetato, o pro­
blema de permeabilidade ao ^cetoglutarato, isto poder-se-ia 
explicar pslo fato de que, quando o fungo cresce, em acetato,
8 espessura da parede celular é cerca de três vezes menor que 
a obtida em meio glucose, conforme observado por Cury e Amaral 
(14). Isto explicaria também a maior velocidade de crescimen­
to observada quando o glutamato é adicionado ao meio controle.
2.2 - Determinação das atividades enziméticas em função da
' )
fonte de carbono e do tempo de crescimento
No presente estudo procurou-se observar o comportamen­
to regulatório das enzimas do ciclo ds Krebs sobre dois as­
pectos s a) Na repressão catabélica, com a adiçao de glucose ao 
meio mínimo de composição definida, b) Na repressão por pro­
duto final, à que estariam sujeitas as três primeiras enzimas 
do ciclo, quando à um meio mínimo contendo glucose se adicio­
nam o glutamato ou^cetoglutarato. Estes estudos de regulaçao 
foram efetuados para algumas enzimas, representativas das fa­
ses anabólicas e catabélicas do ciclo, em funçao do tempo de 
cultivo. Para os estudos de repressão catabélica, foram com­
paradas as atividades específicas das enzimas em meio com 
acetato ou glutamato, com aquelas obtidas em meio com glucose.
A
Para o estudo de regulação por produto final das tr°s primei­
ras enzimas do ciclo, foram feitas comparações das atividades 
específicas destas em meio com acetato com aquelas obtidas em 
meios acetato com suplemento; utilizando-se o primeiro meio 
como um padrão de referência. 0 mesmo, esquema foi seguido 
para os meios glucose e glucose com suplementos.
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Para a medida de enzimas da fase catabólica, foram 
utilizadas as mesmas condições de crescimento daquelas para 
o estudo das enzimas da fa3e anabólica do ciclo, de maneira 
à poder-se comparar a regulação da síntese por produto final 
a que estariam sujeitas as enzimas anabólicas, e a nao ocor­
rência deste tipo de regulaçao sobre as enzimas da segunda 
parte do ciclo.
Para o estudo do mecanismo regulatório a que estariam 
sujeitas as enzimas do metabolismo do glutamato, a glutamato 
desidrogenese, e a aspartato aminotransferase, utilizaram-se 
as mesmas condiçoes de crescimento seguidas para o estudo do 
comportamento regulatório das enzimas do ciclo Krebs. Isto 
permitiu interrelacionar o metabolismo do glutamato com os 
resultados anômalos obtidos na regulação por produto final do 
ciclo, em 5. brev/icaulis.
2.2.1 - Citrato sinta se
Na figura 4 foram comparadas as atividades específicas 
da citrato sintase em três fontes de carbono diferentes, a 
glucose o glutamato e o acetato, e em diferentes tempos de 
crescimento. Houve diminuição nos níveis desta enzima, em to­
dos os tempos, quando a fonte de carbono foi a glucose, com­
parando-se ao meio com acetato, embora, como descrito por Gray 
et al (25) e Hanson et al (31), em E3. subtilis, esta repressão 
seja somente parcial, já que a glucose foi adicionada à um 
meio mínimo, onde o ciclo podia ser usado para propósitos 
biossintéticos.
Houve desrepressao do nível da enzima quando a fonte de 
carbono foi o acetato.
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Quando se utiliza glutamato coroo fonte de carbono, tor­
na-se evidente que este metabólito compara-se à glucose, nao
sendo este amino-ácido capaz de reprimir totalmente a síntese 
. 0
desta enzima. Provavelmente, para que isso ocorra, ele deve 
ser adicionado junto à uma fonte de carbono rapidamente meta- 
bolizável como observado por Hanson et al em J3. subtilis (28, 
31). Outra conclusão lógica a que se pode chegar com respeito 
aos níveis desta enzima em um rnsio com glutamato, diz respei­
to ao fato observado por Charba et al para EU cereus (12). 
Assim como em B. cereus, o glutamato em S_. brevicaulis, seria 
metabolizado em parte pelo ciclo de Krebs,^ já que o nível de 
citrato sintase e semelhante aos níveis observados quando a 
fonte de carbono ó a glucose, que á comprovadamente metaboli- 
zada por este ciclo. Do estudo da influência do tempo de cres­
cimento sobre os níveis de enzima, procurou-se salientar a 
regulação por produto final desta, adicionando-se a um meio 
mínimo com glucose ou com acetato, os suplementos, glutamato 
cetoglutarato, como tinha sido proposto para IB. subtilis, 
B_. lichenifornis e Z, coli (28).
Os dados da figura 5 comparam os níveis da citrato 
sintase nos diferentes tempos, em meios com glucose, glucose 
com^cetoglutarato e glucose com glutamato. Aparentemente a 
síntese desta enzima anabólica não é influenciada significa­
tivamente pela adiçao destes suplementos no meio mínimo com 
glucose, distinto do observado nas mesmas condiçoes em orga­
nismos procarióticos, onde ocorre grande repressão da enzima, 
quando o glutamato ou oo^cetoglutarato sao adicionados a meio 
mínimo com glucose (28,31,50). Ainda relacionando-seáregula­
ção da síntese por produto final, na figura 6 são mostrados
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os níveis da citrato sintase nos meios com acetato, e acetato 
corn^cetoglutarato e com glutamato» Ao contrario do observado 
para ]3. subtilia por Hanson et al (28,31), em S_. brevicaulis 
quando o glutamato ou o^cetoglutarato sao adicionados a um 
meio mínimo contendo acetato, pode-se observar o fenômeno de 
repressão por produto final, smbora esta nao soja tao drásti­
ca como e para B_. subtilis em meio glucose com suplementos.
2.2.2 - Aconitase
Foram estudados os efeitos do tempo ds crescimento 
sobre a atividade da aconitase. Na figura 7 acham-se relacio­
nados os níveis desta enzima quando à um meio mínimo se adi­
cionaram três diferentes fontes de carbono, a glucose, o ace­
tato a o glutamato. Como foi observado para outros microorga­
nismos, a aconitase, assim como as outras enzimas do ciclo de 
Krebs, está sujeita a repressão catabólica (2,16,19,21,25,28, 
31,50). Esta repressãoéobservada em todos os tempos, chsgan- 
do a ser de 80^ quando comparada ao seu nível em meio acetato. 
Esta repressão foi observada embora a concentração de glucose 
utilizada fosse baixa (0,18^) e o meio mínimo favoreça a sín­
tese de enzimas anabólicas. Os níveis da aconitase em meio 
glucose, é até menor que aqueles observados no meio mínimo 
quando glutamato foi utilizado como fonte de carbono. Este 
último fato corrobora aquele observado para B_. cereus onds o 
glutamato era em parte metabolizado pelo ciclo de Krebs (12).
0 efeito do tempo de crescimento, sobre a atividade 
8nzimática, foi usado para a verificação da regulaçao da aco­
nitase, utilizando-se para tal fim a adiçao de glutamato o u X  
cetoglutarato aos meios mínimos contendo glucose ou acetato
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como fontes de carbono. Na figura 8 onde sao comparados os
o
níveis desta enzima nos meios glucose com aqueles obtidos com 
adiçao dos suplementos, observa-se que nenhum dos suplementos 
têm influência sobre a atividade desta enzima, em contradição, 
como também foi observado para citrato sintase, com os dados 
obtidos para E3. subtilis por Hanson et al (28). •
Quando se utilizou o acetato como fonte de carbono, 
(figura 9) os resultados foram diferentes, daqueles observa­
dos em um msio com glucose, podendo-se considerar oaparecimann 
to de um comportamento regulatório, já que ocorreu uma dimi­
nuição na síntese da aconitase, quando um meio mínimo com 
acetato, foi suplementado com ̂ cetoglutarato e com glutamato. 
A síntese desta enzima, assim como da citrato sintase, neste 
fungo, poderia em meio acetato, estar sujeita à uma repressão 
por produto final, ao contrário do encontrado para B.subtilis, 
(31), e embora, os resultados obtidos não seja tao acentuados 
quanto aqueles obtidos em microorganismos do gênero Bacilli, 
quando da adição d8 suplementos a um meio com glucose (28,31, 
50).
2.2.3 - Isocitrato desidroqenase NADP dependente
Na figura 10, pòde-se observar o fenômeno da repressão 
catabélica, pela comparação de níveis da enzima em três fon­
tes de carbono, glucose, acetato e glutamato. Quando foi uti­
lizada glucose como fonte de carbono, se observou uma grande 
diminuição na atividade desta enzima, em todos os tempos de 
crescimento. A maior atividade da isocitrato desidrogenase, se 
observa quando a fonte de carbono é o acetato. Os níveis da 
isocitrato desidrogenase em meio glutamato sao maiores que os
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observados quando o fungo foi crescido em glucose. 0 fato do 
glutamato comportar-se como ótima fonte carbono já foi an­
teriormente observado para as duas primeiras enzimas do ciclo, 
e mostra que o glutamato á um metabólito oxidado através do 
ciclo de Krebs, além disso, pode-se compreender os dados com 
maior facilidade, se considerarmos a reversibilidade da reaçao 
catalizada pela enzima (37).
Os estudos sobre a regulaçao exercida pelo produto fi­
nal sobre a síntese da enzima, foram efetuados da mesma manei­
ra que para a aconitase e citrato sintase. Na figura 11, onde
se comparam os níveis da enzima em meio glucose com aqueles
com suplementos, se observa que esta enzima nao se encontra 
sujeita à este tipo de regulação. Na figura 12, ee comparam 
03 nívei3 da mesma em meio acetato, com aqueles observados em 
meio acetato com suplementos. Ao contrário do observado para 
as outras duas enzimas que participam das etapas biossintéti- 
cas do ciclo, a enzima nao está sujeita à regulaçao por produ­
to final em meio acetato com (!̂ _cetoglutarato ou glutamato. Os 
resultados sao completamente anômalos provavelmente por se 
tratar da enzima NADP dependente que não possui papel prepon­
derante no ciclo embora dele participe (46). Também se obser­
va à partir da mesma figura que no tempo de 48 horas de cres­
cimento, há uma maior atividade de enzima nos meios suplemen­
tados. Um outro fato que se observa com esta enzima é que com 
as fontes de carbono usadas, as suas atividades específicas 
sao as menores observadas para as enzimas do ciclo de Krebs.
2.2.4 - Fumarase
Na figura 13, verifica-se a repressão catabólica da
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fumarase, variando os níveis da enzima nas três diferentes 
fontes de carbono, glucose, acetato e glutamato. As menores 
atividades foram encontradas em meio glucose, quando compara­
das as outras duas fontes de carbono. Um fato que nao tinha 
sido observado com as outras enzimas até aqui estudadas diz 
respeito ao comportamento da fumarase em meio com glutamato. 
Com as três enzimas anabélicas do ciclo, em meio glutamato, 
ocorriam níveis enziméticos superiores aos obtidos com gluco­
se, mas, sempre inferiores aqueles obtidos em meio acetato. 
Com a fumarase, enzima da etapa catabélica, em presença de um 
meio com glutamato, observam-se até as 72 horas níveis enzimé­
ticos superiores aos encontrados com as outras duas fontes de 
carbono. Este fato poderia ser explicado considerando-se que 
o glutamato é uma fonte endógena de<^cetoglut.arato, e a fuma­
rase, uma enzima envolvida na oxidaçao deste ceto-ácido. Con­
forme se observa pelas figuras 14 e 15, a fumarase não apre-
** »Tlsenta sinais de repressão por produto final mesmo em meio 
acetato, por nao estarem as enzimas da segunda parte do ciclo 
sujeitas a tal mecanismo regulatório (28,50), jé que não par­
ticipam da síntese de«^cetoglutarato e glutamato. Na figura 14, 
onde se comparam os níveis da enzima em meio glucose, com 
aqueles obtidos pela adição de suplementos, observa-se que o 
glutamato funciona como desrepressor para esta enzima, muito 
mais intensamente que o cetoglutarato, fato devido talvez a 
um problema de permeaçao das células ao ceto-écido (28). 
A figura 15 mostra o comportamento da fumarase em meio aceta­
to e comparativamente em meio acetato com suplementos. Obser­
va-se que em presença©^cetoglutarato e do glutamato ocorre um 
aumento da enzima envolvida indiretamente nas suas degra-
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dações.
2.2.5 - Malato desidrogenase
A figura 16, onde comparam-se os níveis da malato 
desidrogenase nos três diferentes meios, acetato, glucose e 
glutamato, ficou evidente a repressão catabólica da enzima 
pela glucose. Observa-se também que esta enzima possui mais 
altos níveis em meio acetato, fato observado para todas as 
enzimas do ciclo, decorrente da existência do ciclo do glio- 
xilato neste fungo (6) que repoe o malato por ação da malato 
sintase. Quanto a açao do glutamato como fonte de carbono, 
assemelha-se ao seu efeito sobre a fumarase (Fig.13). Tanto 
para esta última enzima como para a malato desidrogenase, o 
glutamato utilizado como fonte de carbono tem um efeito indu­
tivo, acarretando mesmo uma maior atividade enzimática do que 
aquela observada em meio acetato. Este fato, além de indicar 
que o glutamato é metabolizado principalmente via ciclo de 
Krebs, indica que a malato desidrogenase, uma enzima envolvi­
da na degradaçao d o c^cetoglutarato, poderia ser induzido pelo 
glutamato, precursor intracelular deste ceto-ácido. Os dados 
das figuras 17 e 18, onde se comparam os níveis da malato de­
sidrogenase em meios suplementados com aqueles obtidos nos 
meios controle com acetato ou glucose, foram utilizados como 
parâmetro de comparaçao com o comportamento regulatório das 
enzimas da primeira parte do ciclo, semelhantemente ao que 
foi proposto para a fumarase. Qs suplementos adicionados ao 
meio, realmente aumentam os níveis de ambas as enzimas, fato 
esperado para enzimas envolvidas na degradação do «^cetogluta- 
rato. Na figura 17, verifica-se a influência dos suplementos
45
sobre a atividade da malato desidrogenase, em meio glucose. 
Verifica-se que o^cetoglutarato, nestas condiçoes, nao tem 
aparentemente nenhuma influência sobre esta enzima, enquanto 
que o glutamato aumenta o nível da mesma a partir de 48 horas, 
sendo este aumento maximo as 72 horas. Estes fatos podem ser 
explicados, pela diferença de permeabilidade da célula à es­
tes metabólitos, sendo que, o glutamato influenciaria positi­
vamente a malato desidrogenase, pelo fato de ser metabolizado 
intracelularmente por açao da glutamato desidrogenase depen­
dente do NAD, até o(_cetoglutarato, o qual seria degradado pe­
las enzimas da segunda parte do ciclo. Em sequência aos estu-
i
dos sobre a malato desidrogenase, foram medidos as atividades 
desta enzima em meió acetato e acetato suplementado. Os dados 
da figura 18, mostram a pequena influência do«^cetoglutarato 
sobre os níveis desta enzima. Aparentemente este ceto-écido 
poderia estar sendo utilizado para finalidades outras que a 
oxidação pelo ciclo de Krebs, tal como, estar sendo aminado 
por ação da glutamato desidrogenase NADP dependente. 0 gluta­
mato, sendo fonte de°^cetoglutarato, provocaria um aumento dos 
níveis da malato desidrogenase, embora como se observa pela 
comparação entre as figuras 17 e 18 esta influência não seja 
eficaz quanto aquela observada pela sua adiçao à um meio glu­
cose. Este fato corrobora com a idéia que o«£cetoglutarato 
intracelular teria outros destinos além da oxidaçao pelo ci­
clo de Krebs. Se compararmos os resultados obtidos para a fu- 
marase e malato desidrogenase, com a adiçao dos suplementos 
aos meios glucoses e acetato, poderemos observar grandes se­
melhanças entre os resultados, istoéentre as figuras 14 e 17 
e 15 e 18, mostrando que ambas as enzimas, que desempenham
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funções semelhantes no ciclo, estariam sujeitas ao mesmo tipo 
de comportamento frente à adição dos suplementos utilizados. 
Ambas tem seus níveis aumentados pela adiçao de glutamato, in­
dependente da fonte de carbono utilizada, embora esta influ­
encia seja menor quando o glutamato foi adicionado ao meio 
acetato, do que quando da sua adiçao em meio glucose. 0<»(_ce- 
toglutarato intracelular, formado a partir do glutamato pode­
ria estar sendo utilizado pela aspartato aminotransferase, 
nestas condiçoes. Oa fatos acima descritos não ocorreram na 
mesma proporção quando a fonte de carbono utilizada foi a 
glucose, sendo que aparentemente, neste meio, o glutamato te­
ria como principal destino o de ser oxidado pelo ciclo de 
Krebs. '
Quando o suplemento utilizado foi o «(^cetoglutarato, sua 
influência foi mínima, independente da fonte de carbono uti­
lizada, sendo que em meio acetato, este suplemento produziu 
um pequeno aumento até 6G horas, tempo depois do qual, não 
apresentou nenhum efeito sobre a atividade da malato desidro­
genase. Desta maneira, em meio acetato este ceto-écido pode­
ria ter outros destinos além da sua oxidação pelo ciclo de 
Krebs, podendo também estar sendo utilizado pela enzima glu­
tamato desidrogenase NADP dependente, na reaçao de aminação 
r edutiva.
o
2.2.6 - Glutamato desidrogenase NAD e NADP dependentes
As enzimas glutamato desidrogenase NAD e NADP depen­
dentes, estudadas em vários microorganismos, mostraram esta­
rem sujeitas à um complexo modelo de regulação, grandemente 
relacionados às suas diferentes funções na célula, anabélica,
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efetuada pela enzima dependente do NADP e catabólica efetuada 
pela dependente do NAD (7,17,38,61,62,65,66).
2.2.7 - Glutamato desidroqenase NADP dependente
Foi observado que a enzima possui maior atividade 
quando a fonte de carbono e o acetato, quando comparada com 
aquela apresentada em meio glucose (Fig.19). Estes dados en­
tram em contradição com aqueles expostos por Steuiart e Moore 
para C.lagopus (66), onde a enzima NADP dependente, apresenta 
baixíssimas atividades em meio acetato, quando comparado à 
apresentada em meio glucose., Quando o glutamato á a fonte de 
carbono utilizada, nao ha síntese significativa de enzima NADP 
dependente, comprovando o fato observado para outros mi­
croorganismos, de que esta enzima, sendo envolvida na síntese 
do glutamato, tem a sua síntese totalmente reprimida na pre­
sença deste amino-ácido, quando o mesmo á a única fonte de 
carbono existente no meio de cultura (7,38,61,62,65). Pode-se 
observar pela figura 19, outros aspectos já discutidos para 
outros microorganismos (61, 63,67), relacionado ao nível da 
enzima NADP dependente, de acordo com a idade da cultura. Es­
ta enzima á mais ativa no início da fase exponencial,decaindo 
seus níveis rapidamente com o tempo de cultivo. Sua atividade 
á maior até 48 horas em meio glucose e até às 60 horas em meio 
acetato, podendo-se relacionar estas diferenças nos níveis en- 
zimáticos, dependentes da idade da cultura, como uma dependên­
cia, da concentração da fonte de carbono no início e final da 
fase exponencial (11). A enzima NADP dependente tem maiores 
atividades em meio acetato, quando comparado ao meio glucose, 
mesmo quando estes meios sejam suplementados com cetogluta-
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ou glutamato, como poda ser observado pelas figuras 20 e 21. 
Quando se comparam os níveis de enzima em meio glucose, com 
aqueles obtidos pela adição de suplementos, na figura 20, po­
de-se observar que os níveis relativamente altos de3ta enzima 
em meio glucose, não são influenciados pela adição exógena de 
cetoglutarato, devido à impermeabilidade da3 células à este * 
metabólito nestas condições. Com a adiçao de glutamato a um 
meio mínimo de glucose, ocorre uma diminuição nos níveis da 
enzima, dependente da jé discutida repressão pelo glutamato. 
Pode ser notado que a repressão é somente parcial, como foi 
observado para jY. crassa (38) e em C_. lagopus (17),onde a fon­
te de carbono interfere com a repressão pelo glutamato,poden­
do este amino-ácido exercer seu efeito repressivo total somen­
te quando atua como fonte de carbono e energia.
Nota-se ainda, que independente da adição de suplemen­
to ao meio, ou de seu efeito sobre a enzima, esta se encontra 
em maior nível somente nas fases iniciais de crescimento, di­
minuindo rapidamente com a idade da cultura. Castro et al (ll) 
correlacionou este fato a concentração de catabólitos no ini­
cio e final da fase de crescimento, isto é a regulação cata- 
bólica.
Quando os níveis da enzima NflDP dependente em um meio 
acetato se comparam aos obtidos em meios suplementados obtem­
-se a figura 21. Observa-se que os resultados são um tanto 
diferentes daqueles observados quando a fonte de carbono é a 
glucose. Esta diferença reside no fato de que a adiçao de<^ce- 
toglutarato ao meio acetato, acarretaria uma indução da enzi­
ma. Essa indução da enzima NADP dependente, pode ser explica-
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da com base no reportado por Casselton (10, 17) de que este 
coto-acido atuaria como o efetor da indução catebólica desta 
enzima. Estas diferenças observadas em meio glucose e acetato,
quando da adiçao de^cetoglutarato, corrobora os dados das
!
curvas de crescimento 2 e 3, onde aparece claramente que,w(^ce- 
toglutarato só e significativamente permeável àa células em 
meio acetato.
Quando se adiciona glutamato à um meio mínimo contendo 
acetato, ocorreria diminuição nos níveis de enzima NADP depen­
dente, embora nao tao drasticamente como o observado quando o 
glutamato funcionou como fonte de carbono e energia. Este fa­
to já tinha sido observado por Kapoor e Grover (38) e Cassel­
ton (17), para Ĉ . lagopus, sendo explicado com base na in­
terferência da indução pela fonte de carbono sobre a repres­
são catabólica ou vice-versa.
2.2.8 - Glutamato desidrogenase NAD dependente
A figura 22 compara os níveis desta enzima em meios 
acetato, glucose e glutamato. A enzima possui maiores ativi­
dades em meio glucose, quando comparadas àquelas obtidas em 
meio acetato, embora em ambos os meios os níveis enzimáticos 
sejam muito baixos. Estes dados observados para S_. brevicau- 
lis entram em contradição com aqueles observados em lago- 
pus por Steu/art e Moore (66), onde a enzima NAD dependente 
possui atividades bem menores em meio glucose, quando compa­
radas com as do meio acetato. Quando a fonte de carbono é o 
glutamato, observa-se um grande aumento na atividade desta 
enzima de degradação, comprovando o fato observado para ou­
tros microorganismos de que o glutamato funcionaria como um
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indutor para esta enzima (7,17,22,38,61,62,63,65,66). 0 com­
portamento da enzima0NAD dependente frente às duas fontes de 
carbono e semelhante, mesmo quando à estes dois meios e adi­
cionado oe^cetoglutarato (Fig»23 e 24), sendo que em meios
acetato e glucose suplementado com glutamato, estes níveis se 
equivalem (Fig.24).
0 comportamento desta enzima nos meios glucose e glu­
cose mais suplementos, é mostrada na figura 23 onde se compa­
ram os níveis desta enzima nos meios acima citados.
Pode-se observar que o nível da enzima em meio glucose 
é relativamente baixo, podendo-se relacionar este fato à re­
pressão catabélica desta enzima, mesmo a baixas concentrações 
usadas desta fonte de carbono. *
Com a adição de«^cetoglutarato ao meio nao há modifi­
cação do comportamento da enzima dependente do NAD, decorren­
te da não permeabilidade das células à este ceto-ácido em meio 
glucose. Quando o suplemento adicionado é o glutamato, há uma 
grande indução no nível da enzima, se verificando que real­
mente em E[. brevicaulis, a enzima NAD dependente é regulada 
pelo glutamato, ou uma molécula à ele relacionada como foi
observado para IN. crassa (38) e Ĉ . laqopus (17).
Quando é feita análise comparativa entre os níveis 
desta enzima em meio acetato e acetato mais suplementos, os 
resultados sao geralmente semelhantes aos observados em meio 
glucose nas mesmas condiçoes.
Observa-se pela figura 24 que a enzima tem baixissimos 
níveis em meio acetato, nao sendo os mesmos influenciados pe­
la adição de «(^cetoglutarato ao meio de cultivo. Estes baixos
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níveis estariam relacionados à chamada repressão catabólica 
desta enzima dependente da fonte de carbono e mais especifi­
camente ao i^cetoglutarato.
Quando o glutamato é adicionado ao meio de cultura vai 
acarretar a indução da enzima NAD dependente, que se encontra­
va reprimida em um meio sem glutamato.
Comparando-se as atividades das duas glutamato desi- 
drogenases nos diversos meios, verifica-se que a atividade da 
enzima NADP dependente e muito maior do que aquela observada 
para a NAD, tanto em meio acetato ou glucose e quando estes 
meios sao suplementados com .^cetoglutarato. Este comportamen­
to provavelmente é o resultado da regulação catabólica destas 
enzimas.
A relação entre as atividades destas enzimas se inver­
tem quando à qualquer das fontes de carbono ó adicionado o 
glutamato.
2.2.9 - Aspartato aminotransferase
Foi verificado o nível desta enzima em meios que uti­
lizavam como fonte de carbono, a acetato, a glucose ou o glu­
tamato, comparando-se o seu nível nos três meios. Os resulta­
dos se encontram expressos na figura 25. Verifica-se que esta 
enzima apresenta níveis mais altos em meio glucose, quando 
comparado ao meio acetato, de maneira semelhante ao observado 
para a glutamato desidrogenase NAD dependente. Pelas figuras
o
26 e 27, observa-se que a aspartato aminotransferase possui 
maiores atividades em meio glucose, independente da adiçao de 
suplementos, quando comparado aos níveis em meio acetato nas
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mesmas condiçoes. Pode ser verificado em meio acetato e na­
quele suplementado com^cetoglutarato, que a atividade da en­
zima cai rapidamente em função do tempo (Fig.27). A atividade 
da aspartato aminotransferase em meio onde o glutamato fun - 
cione como fonte de carbono e energia, é apenas levemente 
maior do que aquele conseguido em meio glucose. Foram feitos 
estudos comparativos dos níveis da enzima em meio glucose e 
glucose + suplementos, usando-se os níveis em glucose como 
referência. Observa-se pela figura 26 que os níveis da enzima 
nao sao modificados pela adição dec^cetoglutarato ao meio com 
glucose, provavelmente, dependente do problema de permeabili­
dade das células à este ceto-ácido. Quando se adiciona gluta­
mato ao mpio de cultura o nível da transaminase sofre apenas 
um leve aumento à partir das 60 horas de crescimento. Devería­
mos esperar diferentes resultados neste meio, já que o gluta­
mato pode ser considerado como uma fonte intracelular de^ce- 
toglutarato, sendo que aumentos significativos no nível desta 
enzima nao ocorrem. Desta maneira o«^ceto glutarato intracelu­
lar,formado à partir do glutamato, por ação da enzima NAD de­
pendente, estaria sendo metabolizado por outras vias degrada- 
tivas deste ceto-ácido, como é o caso do ciclo de Krebs. Estes
. o
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dados corroboram com a ideia de que, ao contrario do descrito 
para mitocôndria de fígado de rato, (26,53), aparentemente em 
Ŝ. brevicaulis, o metabolismo do glutamato se faz preferente­
mente pela desaminação oxidativa, e não pela reaçao de trans- 
aminação. Quando sao comparados os níveis desta enzima em 
meio acetato àqueles obtidos com meio suplementado, obtem-se 
resultados que podem ser observados na Fig.27. Nesta se ve­
rificam dois fatos, não observados em meio com glucose ou
glucose suplementada, nas mesmas condições. A atividade desta 
enzima em meio acetato e meio acetato +«^cetoglutarato cai 
rapidamente com o tempo de cultivo, sendo que os níveis da 
enzima em ambos os meios, sao praticamente idênticos. Com a 
adiçao do glutamato ao meio mínimo, o nível da aspartato ami­
notransferase aumenta gradativamente a partir de 60 horas, ao 
contrario do que ocorreu nos dois meios acima descritos. 
Este aumento gradativo poderia depender de um aumento na con­
centração intracelular deo^cetoglutarato, formado por açao da 
glutamato desidrogenase NAD dependente. A formação deste 
ceto-acido poderia ocorrer com a adiçao de glutamato tanto ao 
meil glucose como acetato. As figuras 25 e 26 mostram que o 
aumento nos níveis da enzima ó menor quando o glutamato ó 
adicionado ao meio glucose do que em acetato, nas mesmas con­
dições. Destes dados se poderia concluir que, nestas condi­
ções, haveria uma maior formação de glutamato endógeno, pela 
açao da aspartato aminotransferase sobre o^cetoglutarato 
formado por ação da desidrogenase NAD dependente.
Corroborando cora estes dados, teríamos a açao da enzi­
ma degradativas do glutamato, tal como a malato desidrogenase 
e a fumarase, as quais apresentam maiores níveis em meio glu­
cose + glutamato, do que naquele com acetato + glutamato. 
Aparentemente naquele meio, o©(cetoglutarato, formado à par­
tir do glutamato seria principalmente oxidado pelas enzimas 
do ciclo de Krebs, sendo que em meio acetato, ocorreria de­
gradação do ceto-ácido preferentemente pela aspartato amino­
transferase.
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2.3 - Interrelação entre o ciclo dos ácidos tricarboxíliços e 
metabolismo do glutamato
Os resultados obtidos neste trabalho, mostram que as 
enzimas do ciclo de Krebs estão sujeitas a repressão catabó- 
lica no eucariote S_. brevicaulis, da mesma maneira como foi 
observado nos procariotes tal como EL subtilis, . licheni- 
formÍ8 e E_. coll (28). A repressão observada no fungo é ape­
nas parcial, já que em todas as experiências, o micélio foi 
crescido em um meio mínimo, com baixas concentrações de glu­
cose (0,18^). Embora em meio mínimo predomine a atividade das 
enzimas biossintéticas do ciclo, foi observado que sao influ­
enciadas negativamente pela presença desta fonte de carbono 
no meio mínimo* Os resultados podem ser observados pelas fi­
guras 4,7,10,13 e 16, onde se comparam as atividades das en­
zimas do ciclo em meio com glucose, com aqueles obtidos em 
meio acetato e em meio glutamato. Devido ao aumento nos ní­
veis das enzimas o ciclo do glioxilato em um meio acetato, 
dever-se-ia esperar um aumento na concontraçao das enzimas do 
ciclo de Krebs, nas mesmas condições. Nossos resultados con­
firmam este fato, já que como pode ser observado pelas figu­
ras 4,7,10,13 e 16, o nível das enzimas estudadas, é superior
aqueles observados em meio glucose, e independentemente da
. * fonte de carbono usada, a maior atividads do ciclo pertence a
enzima malato desidrogenase e a menor à enzima isocitrato de-
sidrogenase NADP dependente, fato semelhante ao observado ao
para Sacharomyces cervisae (55).
Além dos comportamentos já descritos, a repressão ca- 
tabólica e a indução pelo acetato, Hanson et al em 1964, es­
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tudando o 'B. subtilis, (31), postularam para o ciclo da Krebs 
um novo tipo de comportamento regulatório, dependente das di­
ferentes funções, catabólicas e anabólicas do mesmo, o qual 
estaria sujeito à influência do glutamato e do cetoglutara- 
to, quando estes suplementos eram adicionados ao meio de cul­
tivo. Os resultados obtidos no presente trabalho, no que se 
refere à repressão por produto final das enzimas anabólicas 
do ciclo sao completamente discordantes daqueles obtidos para 
bactérias, mesmo quando aparentemente positivos. Quando a 
fonte de carbono foi a glucose, nao ocorreu repressão por pro­
duto final para nenhuma das enzimas anabólicas, com a suple- 
mentação ao meio, do glutamato doo^cetoglutarato. Estes re­
sultados podem serem observados nas figuras 5,8 e 11.
Quando o acetato foi a fonte de carbono, observou-se, 
ao contrário do exposto por Hanson et al (28,31), o apareci­
mento da repressão por produto final. Em S_. brevicaulis, os 
resultados mostraram um efeito repressivo parcial na aconita- 
se e citrato sintase, quando o °<(cetoglutarato ou o glutamato 
foram adicionados à um meio mínimo com acetato. Estes resul­
tados podem ser observados pela figura 6 e 9.
A isocitrato desidrogenase NADP dependente, aparen - 
temente nao sofreu regulaçao pela adiçao de suplementos.
As enzimas citrato sintase e aconitase nao estariam 
sujeitas à repressão por produto final em meio glucose, e 
aparentemente sofreriam este processo quando a fonte de car­
bono fosse o acetato. A afirmação feita por Hanson et al (31) 
de que a regulaçao catabolica seria aditiva a regulaçao por 
produto final, face à necessidade dos dois efetores, glucose
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e glutamato, aparentemente nao ocorre em S_. brevicaulis. Po­
deria se explicar e9tas discrepâncias, levando-se em conside­
ração que todos os estudos sobre a regulação por produto fi­
nal das enzimas anabólicas foram realizadas em organismos 
procarioticos e portanto em organismos que carecem de uma 
maior sofisticação organizacional. No presente caso, os re­
sultados foram obtidos em um organismo eucariótico, brevi- 
caulis.- ...  o
Um dos fatores que poderia estar relacionado com as 
diferenças existentes na regulação do ciclo nos organismos 
procarioticos e eucarióticos seria a oxidação do glutamato.
Em fungos sabe-se que existem duas glutamato desidro- 
genases, NAD e NADP dependentes (64). Isto também ocorre no 
microorganismo era estudo. Verificou-se que as condições nu­
tricionais que influenciavam as atividades anabólicas do ci­
clo dos écidos tricarboxílicos, também afetavam diretamente a 
atividade das glutamato desidrogenases NAD e NADP dependentes 
em S. brevicaulis.
A adição de glutamato ao meio de cultivo, induzia a 
atividade da enzima degradativa NAD dependente, reprimindo a 
atividade da enzima biossintética NADP dependente. Isto afe­
taria o "pool” de glutamato dentro da célula, alterando em 
consequência a regulaçao das enzimas do ciclo de Krebs.
Casselton (10) levantou a hipótese, da que a concen­
tração de^cetoglutarato também influenciaria diretamente as 
enzimas NAD e NADP dependentes, em fungos regulando-as também 
simultaneamente, induzindo aquela dependente do NADP e repri­
mindo a dependente do NAD, fato que poderia influenciar dire­
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tamente as enzimas do ciclo de Krebs. 0 ceto-ácido poderia 
ter esta influência porque seria o efetor da repressão cata- 
bólica à que estariam sujeitas estas enzimas. Este tipo de 
regulaçao foi descri.to para NL crassa (38) e C. lagopus (17, 
66), aendo verificado que as glutamato desidrogenases destes 
fungos estariam sujeitas à influencia da natureza e concen­
tração da fonte de carbono utilizada. Desta maneira, a con-
i
centração e a natureza da fonte de carbono, influenciando os 
níveis desta enzima, influenciaria também os "pool" intrace­
lulares de glutamato* ou de«(^cetoglutarato e consequentemente 
o comportamento regulatório das enzimas do ciclo de Krebs.
Assim seria possível que para S_. brevicaulis nas con­
dições nutricionais usadas no presente caso, fossem passíveis 
de influenciar o "pool" intracelular de glutamato e ceto- 
glutarato.
Em EL subtilis, microorganismos usado nos estudos so­
bre a regulaçao das enzimas do ciclo, não existe a enzima 
glutamato desidrogenase (64), não ocorrendo desta maneira, 
influência naqusles "pools" intracelulares de glutamato ou 
«(^cetoglutara to, ao contrário do que ocorreria em S. brevicau­
lis . Em EL licheniformis (28), observa-se a presença da enzi­
ma dependente do NADP, embora este fato nao deva influenciar 
o "pool" intracelular destes metabólitos, como no caso de fun­
gos, já que segundo Umbarger (69) as glutamato desidrogenases 
de bactérias nao estariam sujeitas a regulaçao.
Foi verificada que em SL brevicaulis, ao contrário do 
descrito para B. subtilis (28,31), em meio glucose com gluta­
mato, quando ocorreria alta concentração intracelular de
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cAcetoglutarato,°nao se observa nenhum fenômeno repressivo so­
bre as enzimas anabólicas. 0 único efeito observado seria a 
indução de todas as enzimas estudadas, preferencialmente as 
enzimas degradativas fumarase e malato desidrogenase.
Pelos dados da figura 22 vê-se que em meio glutamato 
há uma total indução da enzima glutamato desidrogenase NAD 
dependente e total repressão daquela desidrogenase dependente 
do NADP(Fig.19). Este efeito regulatório sobre as duas enzi - 
mas, acarretaria por açao da enzima de degradaçao do glutama­
to, um aumento docetoglutarato intracelular, o qual obvia­
mente nao seria aminado por sua enzima biossintática, já que 
esta enzima, e praticamente inexistente nestas condições. Nem 
ao menos, estaria sendo transaminado, já que a transaminase 
em meio glutamato apresenta níveis comparáveis aqueles obti­
dos em meios glucose e acetato (Fig.25). Naturalmente se em
S . brevicaulis o °{_cetoglutarato apresentasse aquele efeito 
repressivo descrito para J3. subtilis, em meie glutamato, onde 
existiria alta concentração intracelular daqueles ceto-ácido, 
dever-se-ia observar a total repressão das, enzimas anabólicas
o
do ciclo. Como pode ser observado pelas figuras 4,7 e 10 tal 
fato não ocorre, ao contrário há atá mesmo um aumento, nestas 
condições, no nível das enzimas anabólicas quando comparados 
aos níveis enzimáticos obtidos em meio glucose.
Assim a isocitrato desidrogenase, NADP dependente apre­
senta um aumento de atá três vezes no seu nível. Quanto às en­
zimas fumarase e malato desidrogenase, o nível destas,em meio 
glutamato, á superior aos níveis obtidos em meio acetato(Figs. 
13 e 16). Esta indução de todas as enzimas do ciclo, sugere
59
que o ceto-ácido formado poderia, independente da enzima con­
siderada, ser o ativador da velocidade do ciclo de Krebs, nao 
tendo para S_. brevicaulis o papel repressivo descrito para 
bactérias. Esta funçao repressiva, neste microorganismo, apa­
rentemente estaria relacionado apenas os níveis intracelula­
res do glutamato. No entanto, para esclarecer definitivamente 
esta hipótese, seria necessário avaliar o "pool" intracelular 
de glutamato e «^cetoglutarato nas condiçoes estudadas.
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As enzimas do ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos de S_. 
brevicaulis, representativas das fases anabólica e catabólica 
do mesmo, estão sujeitas à repressão catabólica pela glucose.
As enzimas da fase anabólica do ciclo, no fungo cres­
cido em glucose suplementada com^cetoglutarato ou glutamato, 
não apresentaram repressão por produto final.
A aparente regulação observada quando o fungo cresceu 
em um meio acetato suplementado com glutamato ou^cetogluta - 
rato poderia estar relacionado à uma açao oposta exercida pe­
las enzimas do metabolismo do glutamato, presentes no fungo.
A m8tabolizaçao do glutamato pela enzima NAD dependen­
te, impediria a elevaçao dos níveis intracelulares deste ami- 
no-ácido, o que seria responsável pela falta de regulação da 
aconitase e citrato sintase.
Em !5. brevicaulis o ©^cetoglutarato parece nao exercer 
efeito repressivo sobre as enzimas da fase anabólica do ciclo.
0 glutamato, em S_. brevicaulis, parece ser o metabó-
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lito responsável pela repressão da citrato sintase e aconita> 
se quando crescido em meio contendo acetato e suplementos.
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